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ma gog 岗 蕊 10 nn 1 由 和 和 7308&L7mel7 LNHOAc，700 HL 综 内 臣 ，- 70 忆 这 证 1 以 
上 :130005 离 尼 10 nmin， 30 wi 全 记 表 省 阅 汇 注 ， 有 自然 二 炽 、 有 扣 适 量 TE8.0 (10 mo] LIos，]1mul L 
EDTA. pH% D) 放 佣 和 Raoc 虱 迷人 榨 训 DPNA。 依 间 样 的 方法 ， 分 了 次 提取 固定 标本 DNA。、 分 别 进 行 
下 绪 的 PCR 扩 增 租 出 六 

1.3 PCR 扩 增 和 测序 1 物 义 扩 增 Cyth 307 bp 的 通用 引物 :L1484l 535-AAAAAGCTTCCATCCAA 
CATCTCAGCATOAAA Al 日 1SI49 5 AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 
4， 短 个 反应 让 程 凡 个 沂 志 ， 一 个 循环 人 包括: 94C 1 min， 所 CL mm，72C ] min。 首 次 循环 前 
ui 预 灾 竹 3 mih， 潜 次 反应 没 并 下 仿 模 板 DNA 的 空 白 对 有 昭 。2% 谅 脂 糖 检 向 反应 产物 。 低 溶 点 琼脂 糖 
i PCR 天 物 贡 人 起 总 之 下 ELLINB 全 可 Seduenase Yersion 20)， 宙 序 反 虑 依 斌 剂 合 中 推荐 的 方法 
i 
1.4 数据 处 理 ” 读 取 关中 则 部 分 细胞 色素 b 
基因 序列 。 汪 了 验 计 所 调 定 序列 的 正确 性 ， 
0.93 -一 0 刊 用 PC Gene 6S0 从 GeneBank 中 但 得 的 
ss 种姓 彤 上 4CYypPrinleries) 角 遇 Cuth 是 
因 ， 进 行 同 激 性 比 转 - 


2 结果 


2.1 DNA 检 油 结 半 如 岁 1， 窑 白 对 晤 中 从 视 
不 到 DNA: 出 定 一 南 甸 ' DNA 分 了 从 1.9 
kb 至 人 Nkb， 大 全 分 为 1 奈 友 : 国定 鲫 中 
DNA 与 新 鲜 样 总 中 DNA 相 比 ， 有 部 分 降 
解 ， 但 大 部 分 片 段 仍 达 50 kb。 

2.2 分 4 次 提取 的 固定 和 南 钠 DNA LL 及 固 

s 定 鲤 和 和 新鲜 晶 DNA 地 扩 增 出 307 hp 片段 

51/50 | 2.3 可 淮 确 污 取 的 芭 南 铀 部 分 骨 胞 色素 b 其 
国友 列 共 121 hp 以 GeneBank 中 在 得 的 5 
种 鲤 形 下 鱼 类 《〈 工 MArHFHEY rosvininnis, Note— 
migenks erpsotracas, OPPOrS wnilae, 
Crossnstuma facustyre, Crrrings ou 部 分 
Cytb 基因 序列 与 所 读 取 云南 鳃 细胞 色素 b 基 
因 同 源 部 分 如 网 S 次 测序 反应 所 测定 的 云 
南岗 序列 完全 - 致 . 

2.4 人 队 图 2 可 看 出 ， 在 5 种 甸 形 日 鱼 册 ， 云 
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几 | 大 固 定 三 商 鲍 、 辐 定 遇 、 町 亲 部 颖 雇员 南岗 与 刘 序 列 的 同 源 性 最 高 (84.29%)， 它 们 
提取 DNA: 特 济 如 不 同属 曙 科 ， 云 南 锣 只 分 布下 我 国 ， 归 在 我 国 
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图 2 6 种 鲤 形 目 鱼 类 mtDNA Cytb 区 ]21 bp 片段 序列 排序 图 
121 bp Cytb sequences of mtDNA 1n Sa Fish species belonging to CYyYpPTInIformes 
打 "*- "者 为 相同 的 序列 位 点 (4-”"Showas the same base pair)v 


4.1 福 尔 马 林 固定 标 本 的 DNA 提取 和 序列 分 析 关于 从 福 尔 马 林 固 定 标本 中 提取 DNA 进行 分 析 ， 最 
早 在 医学 研究 上 得 到 应 用 。 从 福 尔 马 林 固定 、 石 错 包 埋 的 组 织 切片 中 提取 的 DNA 可 用 来 进行 酶 切 和 
Southern 杂交 分 析 。 动 物 死亡 后 、 由 于 内 源 性 水 解 作 用 (endogenous hydrolytic processes)，DNA 会 很 
快 降解 。 对 于 于 制 标本 { 皮 张 、 肖 同等 )，P#abo 认为 、 动 物 死亡 后 至 完全 干燥 时 间 的 长 短 决 定 着 标本 中 
DNA 分 子 的 大 小 。 福 尔 马 林 泡 制 标 本 ， 主 要 是 利用 甲醛 能 使 蛋白 质变 性 这 一 特性 ， 以 达到 防腐 的 目 
的 。 在 这 过程 中 ，DNA 酶 也 随 之 失 活 ， 因 此 ， 与 于 币 标 本 相 比 ， 福 尔 马 林 浸 泡 标 本 应 更 能 有 效 地 保 
存 DNA， 动 物 死亡 后 至 组 织 中 完全 浸透 甲醛 这 时间 的 长 短 可 能 是 决定 标本 中 DNA 片段 大 小 的 关键 
有 因素 。 标 本 保存 时 间 的 长 短 并 不 影响 DNA 分 子 的 大 小 。Shizowa 等 ‘1992) 能 够 从 保存 近 60 年 的 鳞 鱼 
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